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産業職場で問題 とな っ て い る 亜鉛熱症候群の 発生機序 を解明す る目的で , 酸化亜 鉛(ZnO) の ラ ッ ト好中球活性化作用
を化学発光法で検討 した . そ の 結果, 酸化亜 鉛に より好中球の ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光は増大し, グル タ チ オ ン の 添加で化
学発光 は さ ら に 増大 し た . 酸 化亜 鉛の 化学発光は ス ー パ ー オ キ シ ド (02~) 消去剤である ス ー パ ー オキ シ ドデ イ ス ム ダ ー ゼ
(supero xide dis m uta s e) で抑制 され た が 酸化亜鉛 と グ ル タチ オ ン 同時添加に よ る化学発光 は抑制さ れ なか っ た . モ ノ ア ミ ン オ
キ シ ダ ー ゼ 阻害剤であ るク ロ ジリ ン は酸 化亜鉛の 化学発光 よ り む し ろ酸化亜鉛 と グル タ チ オ ン 同時添加 の 化学発光を抑制 し
た . カタ ラ ー ゼ (過酸化水素消去剤), ア ジ化ナ トリ ウ ム (ミ ュ ロ バ ー オ キ シ ダ ー ゼ 阻害剤), タイ ロ ン (ス ー パ ー オキ シ ド消去
剤), ジ フ ユ ニ ー ル イ オ ド ニ ウ ム (N A D P Hオキ シ ダ ー ゼ 阻害剤), ネ オプ テ T)ン (N A D P H オ キ シ ダー ゼ 阻害剤), イ ン ドメ タ
シ ン (シク ロ オキ シゲ ナ ー ゼ 阻害剤)な どは, 酸化亜鉛 や酸化亜鉛と グル タ チ オ ン 同時添加 した化学発光を どち らも抑制し た .
一 酸化窒素合成酵素阻害剤N- モ メ チ ル ーし ア ル ギ ニ ン は, 酸化亜 鉛 に よ る化学発光を抑制 し たが , 酸 化亜 鉛 と グ ル タ チ オ ン 同
時添加 した 化学発光 には 影響 を与え なか っ た . 好中球ホ モ ジネ ー トを用 い た N A D P H依存性 ル シゲ ニ ン 化学発光 ほ, Lア ル ギ
ニ ン で 増大 し, ス ー パ ー オキ シ ドデ イ ス ム タ ー ゼ , カタ ラ ー ゼ , Nニ ト ロ ア ル ギ ニ ン (一 酸化窒素合成酵素の 阻害剤) で抑制
され た . 酸化亜鉛 は , 好中球 の → 酸化窒素(N O)産生を刺激 し た. 以 上 より , 酸化亜鉛 は好中球 を活性化 しル ミ ノ ー ル 化学発
光 を増大 させ る と 考えら れ る . 酸化 亜鉛 に よ る化学発光は , N A D P H オキシ ダ ー ゼ や 一 酸化窒素合成酵素(N O S)な どの フ ラ ビ
ン 含有酵素か ら 由来する ス ー パ ー オ キ シ ド, 過酸化水素, 一一 酸化窒素な どか ら発生す る ミ エ ロ ペ ル オキ シ ダ ー ゼ ･ 過酸化水素
反応や過酸化亜硝酸イ オ ン (O N O O~) 又 は ミ ュ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ 過酸化水素反応系を介した 二 酸化窒素な どが 主体 で あ
るの に対 し, 酸化亜 鉛と グル タ チ オ ン 同時添加 した 化学発光は グ ル タ チ オ ン の 涜加 に よ る貪食の 促進や , N A D P Hオ キ シ ダ ー
ゼ や 一 酸化窒素合成酵素と は別の ス ー パ ー オ キ シ ド又は過酸化水素発生源を刺激 し増大 した ミ エ ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ･ 過酸化
水素反応系に よ る もの が主体であ る こ とが 示唆 され た . 以 上 より酸化亜鉛 フ ユーー ム によ る亜 鉛熟症候群の 発生機序と L て, 生
体内国子である グル タ チ オ ン の 関与 と好中球 な どの 貧食細胞 の 活性化の 関与が示唆さ れ た.
Key w o rds Zin c o xide, n e utrOphile s, S uPer OXide･ nitric o xide, glutathio n e, myelope roxidas e
種 々 の 粒 子状 又 は 可溶性物質は , 好r-い球を刺激 し ス ー パ ー オ
キ シ ド (s upe r o xide, 02~) や 過酸化水素(H202) や次_亜塩素暇
(H O Cl) な どの 活性酸素穐 を産牛 す る 1) :う). 活性慨素種 は , 好
中球 な ど の 殺菌作用 に必要で あ る が , 時 と し て他の 細川包に対 し
て毒性を示す こ と が あ る 4). 好中球や マ ク ロ フ ァ ー ジは , 細胞
膜に N A D P H オ キ シダ ー ゼ を有し細胞外空間で 02か ら 02 を産
生す る こ と が 知ら れ て きた .
ま た細胞内の 02｢｢産生 は 血管内皮細胞に お い て , シ ク ロ オキ
シ ゲ ナ ー ゼ , キ サ ン テ ン オ キ シ ダ ー ゼ , N A D P H酸化還元酵素
な どが 関与 し4), 神経細胞 で は い く つ か の フ ラ ビ ン 含有酵素や
キサ ン テ ン オ キ シ ダ ー ゼ , N A D P H オ キ シ ダー ゼ , カ テ コ ー ル
ア ミ ン 類 の 自動酸化 な どが 関与 して い る
5)と い わ れ て い る . さ
ら に神経細胞, 血 管内皮細胞, マ ク ロ フ ァ ー ジ な どの 仙一 酸化窒
素合成酵素 (N O S) は細胞質 に局在 し, N A D P H, フ ラ ビ ン ー ア
デ ニ ン ー ジ ヌ ク レ オ チ ド (F A D), テ ト ラ ヒ ドロ ビ オ ブ テ リ ン
(BHJl) を 補酵素と し て N Oを合成 し, 02 をも 産/上す る
り■瑚と
い わ れ て い る . そ して 好中球の N O S はマ ク ロ プ ア ･ ジの 誘導
型 N O S(iN O S) と 同じ種類であり, しア ル ギ ニ ン が 枯渇 し た時
に 02 を 塵生 す る こ と が 示唆 さ れ る が , 02 と N O を1可時 に産
生 す るl酌妾的証明は未だ なさ れ てい ない .
酸化 亜鉛 (ZnO) は , 産業職場 にお い て , ZnO フ ェ ー ム 吸 人
後 , 4 ＼ 1 2時間後 に発熱, 悪寒, 白【f11味噌多, 呼吸 器症状 な
どを伴う姐鉛熱 と呼 ばれ る症候群を惹起さ せ る こ と が 知ら れ て
い るtJ). こ の 症候群で は, 肺の 炎症細胞反嗣 二特徴 がみ られ1(川 ),
腫瘍壊死 因子(tu m or n e cr o sisfacto r, T N F)一 α , イ ン タ ー ロ イ キ
ン (inte rle ukin,II)-8, I し6 な どの サ イ ト カイ ン の 産生 が密接 に
関与して い る
1 2)
. 細胞内で 発生 した 02 や H202な どの 活性酸素
種が T N F- α の 遺伝子発現 に関与 し たり 1 3), 転写因子 カ ッ パ ー
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B(n u cle arfa cto rkap pa B, N FK B)を活性化する こと が 知 ら れ
て い る
1 4)
. しか しなが ら, ZnO に よ るマ ク ロ フ ァ ー ジや 好 中球
か ら の サ イ ト カ イ ン 産生 の 機序 は不明である . ZnO と化学的に
類似 した 水酸化亜鉛 [(Zn(0Ii)2)] は ラ ッ ト肺胞 マ ク ロ フ ァ ー
ジ や 腹腔内誘導好中球 か らの 02一の 産生を刺激 し, そ の 機序 に
細胞膜受容体や Ca2
十 依存性情報伝達機構が関与 し て い る 1 5) 16)
Zn(O H)2の ラ ッ ト気管支内注入後 の 肺 の 病理組織学的変化 は ,
ZnO によ るモ ル モ ッ ト の 病理組織学的変化 に類似 して い る 用 .
本研究 にお い て , ZnO 又はZnO に グル タ チ オ ン 鹿Iutathio n e,
GS H) を添加す る こ と に よ っ て 好 中球 が活性化 さ れ , そ の 横序
に細胞内活性酸素種や反応性窒素種の産生 が どの 様 に 関与 して
い るか を化学発光法 に よ り検討した .
材料 お よび方法
Ⅰ. 好中球 の 分離 とホ モ ジネ ー トの作成
好中球は , ラ ッ ト腹腔内カ ゼ イ ン投与後の 浸出液 より分離 し
た
16)
. 加熱 生理食塩水 に溶解 した 12 % カ ゼ イン を ウ イ ス タ ー
系雄性 ラ ッ ト (氾 w ahbo rato ry An im als, 和歌山) 体重250g (8
週令) の腹腔内 に投与 し, 12時 間後 に腹腔浸出液 を採取した .
滅菌ガ ー ゼ で 濾過 し200Ⅹ gで 5分間遠沈 した 後, 沈殿物をリ
ン酸後衛生理食塩水 (日水製薬)で2回洗浄した. 混 入赤 血 球を
低張溶血 し た後, 0.1 % ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン(bo vine ser u m




の ハ ン ク ス 液(Ha nks
'
bala n c ed salt s olutio n, H B S S) (Bio
Wh i 地ke r, M aryla nd, U S A) に0.8m M の MgS O4を添加 し た液(以
後 Ca2+ 無添加 H B SSと表現)に懸濁 し, その 4mlを マ ウ ス リ ン
パ 球比重分離液(d=1.099) (日 本抗体研究所, 高崎)4ml に重層 し,
1000Ⅹ gで 30分間遠沈 した . 沈殿細胞を2回洗軋 遠沈を行 い
Ca2
+
無添加 の H B SS に懸濁 した . ホ モ ジネ ー トの 作 成は , 洗 浄
沈殿細胞を, 1m M フ ユ ニ ー ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ
ド(和光純薬),lFLg/mlロ イ ペ プチ ン βigm a),1FLg/ml ア ブロ チ
ニ ン(Sigma), 0.25 Mス ク ロ ー ス 含有20m M 3-(N- モ ル フ ォ リ ノ)
プ ロ バ ン ス ル フ ォ ン 酸(和光純薬)- K O H横衝液(pH 7.4)に 懸濁
後, 超音波破砕に より ホ モ ジ ネ ー ト と した
5)
. 分離細胞 の 鑑別
は
,
ギ ム ザ ライ ト染色で行 い , 生 存率 は トリ バ ン プ ル ー 染色で
算出した .
Ⅰ. 化学発光
1 . 好中球 の 化学発光
化学発光 は, 増感剤 と して ル ミ ノ ー ル(和光純薬)を用 い 37℃
恒温, 摺拝機能 を有 した ル ミネ ッ セ ン ス リ
ー ダ ー (ア ロ カ , 東
京)で 1分間当たり の 光子量を経時的 に測定 し, 最大発光量を比
較 し た22). 細胞を用 い た 反応液は , 1 ×1 06 細胞 , 50/∠M ル ミ
ノ ー ル , ZnO(和光純薬)又 はZnO と還元型 グ ル タチ オ ン(和光
純薬) 同時添加し た もの を最終液量1ml と なる よ う に Ca
2+ 添加
H B SS又 は Ca2+ 無添加 H B SSで 調節 した . 好申球 ル ミ ノ
ー ル 依
存性化学発光の 最大刺激ZnO 濃度を決定す るた め , ZnO濃度 を
0 ～ 3.O m M と変化 さ せ , 発光量 を観察 した . ZnO溝度を1m M
に 固定 し, G S 甘濃度を0 ～ 5 m M で変化させ , ZnO刺激 に対す
る G S Hの 影響を検討 した . 1m M ZnO 又 は1m M ZnO と 1m M
垣
G S H併用刺激 に よ る 好中球 ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光 に お け
る 02~や H202の 発生 源を換言寸す る た め , 10〃gス ー パ ー オ キ シ
ドデイ ス ム タ ー ゼ(s uper oxide dis m utas e, S O D) (和光純薬), 10
FLg カ タ ラ
ー ゼ(Bo ehringe rMa n nheim , Ge rm a ny), 0･1m M タ
ウ リ ン(和光純薬), 10m M タ イロ ン(Dojindo, 熊本)な どの 活性
酸素種消去剤 や , 0.1m M ア ジ化 ナ トリ ウ ム(NaN3), 1/∠ M 塩
化 ジ フ ェ ニ ー ル ヨ ー ド ニ ウ ム (diphe nyliodo niu m chlo ride,
D PI)(Sigm a), 0.1m M ネ オ プ テ リ ン(Schircks Labo r ato ry,
Switz e rla nd), 10iLM イン ド メ タ シ ン(和光純薬), 0･1m M ア ロ
プ リ ノ ー )t,(和 光純薬), 0.1m M クロ ジ リ ン (N- m ethyl-N-
propa rg y13(2,4 dichlo r ophe n o xy) prop yla min e, Clog ylin e)
(Sigm a), 0.1m M パ ー ジ 1) ン(N- m eth勇一N-PrOpargylbe n zyla min e,
pa rg yline) (Sigm a)な どの 括性酸素種発生酵素の 阻害剤を添加 し
た . ZnO 又 はZnO と GS Hを併用 した刺激に お ける細胞内Ca
2+
の 関与を調 べ る た め に , 細胞 内Ca
2+
キ レ ー ト剤0,0
,ゼ ス(2- ア ミ
ノ フ ェ ニ ル)エ チ レ ン グリ コ ー ル 四酢酸 四 ア セ トキ シ メ チ ル エ
ス テ ル (0,0
'




tetr a a c etic a cidtetr aac etoxym ethyle ste r, B A M ) 0)Qjindo,
熊 本)を2 5FL M , 50FLM 添 加 し化学発光 に対す る影響を Ca
2+ 無
添加 H B S Sで観察 し た . ZnO又 はZnO と GS H同時添加 に よる
ル ミ ノ ー ル 依 存性化学発光 にお ける N O と その N O Sの 影響をみ
る ため に, そ れ ぞ れ の 発光 に 対 して N O Sの 基質で ある1m M IJ
ア ル ギ ニ ン(和光純薬)と阻害剤 である 1m M N- モ ノ メ チ ル ーL ア
ル ギ ニ ン(N- m O n O m ethyl-し arginin e,IJ N M M A) (Sigm a)や 1mM
ニ ト ロ ソ グ ル タチ オ ン(Sigm a)な どを添加 した .
2 . 好中球 ホ モ ジ ネ ー トの 化学発光
ホ モ ジ ネ ー ト ( 蛋白量350/∠g) を0.2 5m M ル シ ゲ ニ ン
(Sigm a)を発光基質と し, 最終反応液量1mlの Ca
2+
無添加 H BS S
中で , 100FLM N A D P H又 は100iLM N A D Hを添加 し, 化学発
光 に対する種 々 の 活性酸素消去剤, N O Sの 基質 し ア ル ギ ニ ン ,
N O Sの 阻害剤 N ニ ト ロ ー しア)L/ギ ニ ン メ チ ル エ ス テ ル(N-nitr o-L-
arginin e m ethyl e ste r,I/ N A M E) (和光純薬) や活性酸素発生酵
素阻害剤 な どの 影響を検討 し た. 1分 間当たり の 発光量を繹時
的 に観察 した . 蛋 白濃度 は Bio-Rat社製 の 蛋白濃度測定キ ッ ト
を用 い た .
3 . ミ ュ ロ バ ー オ キ シ ダ
ー ゼ の 化学発光
精製 ミ ュ ロ バ ー オ キ シ ダ ー ゼ (m yelope r o xida s e, M P O)
(Sigm a)と H202 によ る錬細胞系 ル ミ ノ
ー ル 依存性化学発光 に対
して , タ イ ロ ン と G S Hの 影響を検討 し た . すな わ ち , 50/ノM
ル ミ ノ ー )L/ , 0.1FL g M P O, 10FL M H202 に1m M ZnO又 は1m M
ZnO と 1m M G S H同時添加, 又は10FLM タイロ ン をCa
2+ 無添
加 HBS S中 に添加 し, 最 終反応液量1ml で 1分間当たり の 最大
発光量を比較 した ,
Ⅱ . N O の遊離
好中球か らの N Oの 産生 は , 亜硝酸 イ オ ン(N O2~)と して グリ
ー ス 試薬 で 測定 した
20)
. 3× 1 0
6細胞 , 1.Om M し アル ギ ニ ン 又
は 1.Om M しN M M A又 は 1.Om M L- ア ル ギ ニ ン と 1.Om M し
N M MA同時添加 , 1m M ZnO 又は 1mM ZnO と 1m M GS H同時
添加をそれ ぞ れ の 組 み 合 わせ で調整 し, 最終反応液量0.5mlの
N-nitr o-L- a rginin e- m ethyl e stel;しN M M A,N- m O n Ol m ethy卜し argln ln e; M A O, m O n O a min e o xida se; M P O,
myelope ro xidas e; N O, nitric oxide;N O S, nitric o xide synthase; 02
,
, S uPe rOXide; O N O O
-
, pe r O Xynitrite;P M A,
pho rbol m yristate acetate ;S O D, 1Superoxide dis m utas e;T N FL a ,tu m O r n e CrO Sisfactor
-alpha;T X B2, thro mbo x an e
B且;ZnO,一血 c oxide･; 止 ･
酸化 亜鉛 に よ る好中球活性化作用 の 化学発光か ら の検討
Ca
2+無添加 H B S S中で , 37℃で1時間反応 させ た 後, 冷却遠沈
して 上 帝を グリ ー ス 試薬と 反応 させ , 540n m の 吸光度で測定 し
た. N O2.の 濃度は , Ca2+無添加 H BS S で希釈 した 亜硝酸 ナ トリ
ウ ム を標準液 と して 算出 した . な お グ リ ー ス 試薬 は , 2 % リン
酸液 に1 %ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド(和光純薬)と0.1% ナプ チ ル エ チ
レ ン ヂ ア ミ ン(和光純薬)を溶解させ 作成 した .
Ⅳ . 統 計学的処理
繰り返 し行わ れ た 実験 の 観察 デ ー タ は , 平均 ± 標準偏差 区
± SD)で 表 した . 対 照 と の 差 や群間の 差 の 統計学的有意性 は ,
一 元配置分散分析 の 後, Bo nfer r o niの 方法で多重比較 を行 い ,
い ずれ も危険率5%未満を統計的有意差あり と した .
成 績
Ⅰ. 好中球の 分離
カゼ イ ン 投与後, ラ ッ ト腹腔内浸出液 か ら分離 され た細胞の
好中球と して の 特異性 は 99 % であり, 生 存率 は97 % であ っ た .
Ⅰ . 化学発光
1. 好中球の 化学発光
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Fig. 1. Lu min ol-depende ntche milu min e s c e n c e ofn e utr ophils
indu c ed by zin c o xide･ TYle re a C也o n mixtu re c o ntain ed lXl O
6
C ells, 50FLM lu min ol, Zin coxide (ZnO) and Ca
2+
(q)Ha nks
bala n c ed s alt s olutio n(HB S S)in atotal v olu m e of lml.
Prepar atio n sl,2,3 and 4co ntain ed O.1 ,0.5,1.0, and3.Om M of
Zin c o xide, re Spe Ctiv ely. T he tr a cings a re r epre se ntativ e of
thr e e expe rim e nts u singdi 鮎re ntc ellprepar atio n s.
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る と , 1m M か ら 3m M で最大発光 を示 し た(図1). ZnO を
1m M に固定 し, ZnO によ る好中球)L/ ミ ノ ー ル 依存性化学発光
に対す る G S H揺加 の 影響を検討する と , 発光量 は GS H O.1m M
と1.Om M の 添加 で有意 に増加 した が, 0.1m M G S H の発光量 と
1.Om M G S Hの 発 光量の 間に は 有意 な差 は見 られ な か っ た( 図
2). G S H によ る ZnO刺激好中球ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光の
増強作用 は, 細胞外液 の Ca2十 濃度 に は ほ と ん ど 関係なか っ た
(図3).
晴性酸素種消去剤 の 影響を検討す ると, 02~消去剤 であ る
SO Dは ZnO に よ る化学発光 を3 8.2 %抑 制す る の に対 し, ZnO
と G S11同時添加に よ る 化学発光は ほ と ん ど抑制 され なか っ た .
低 分子 02~消去剤 であ る タ イ ロ ン は , ZnO に よる化学発光を
8 0%, ZnO と G S H同時添加 に よ る 化学発光を94%抑制 し た .
Ⅲ202消去剤で ある カ タ ラ ー ゼ は , ZnO に よ る化学発光を6 0%,
ZnO と G S H同時漆加 によ る化学発光 を38%抑制 した . H O Clの
消去剤である タ ウ リ ン に は, ZnO, ZnO と G S H同時添加 の ど
ちら の 発光に も抑制作用は見 られ なか っ た(図4).
活性酸素種発生酵素の 阻害剤の 影響を検討す る と , M P Oの
阻害剤である NaN3は , ZnO と ZnO と G S H同時漆加 に よ る化
学発光 をそ れ ぞ れ75%, 85%抑制 した. N A D P H オ キ シ ダー ゼ阻
害剤 である D PI は, ZnO とZnO と G S H と併剛 こよ る化学発光
を そ れ ぞ れ 95‰ 96 %抑制 し たが , 別 の N A D F H オキ シ ダー ゼ
阻害剤ネ オ プ テ リ ン は, 45%, 49% と D PI に比べ 抑制率が低か
っ た . シク ロ オキ シ ゲ ナ ー ゼ 阻害剤イ ン ドメ タ シ ン は, ZnO と
ZnO と GS H同時添加 に よ る化学発光に対 して 抑制率 は そ れぞ
れ7 9%, 62 % とZnO に対す る抑制が高か っ た . キサ ン チ ン オキ
シ ダ ー ゼ 阻害剤 ア ロ プ リ ノ ー ル は , ZnO と G S H同時添加 の 化
学発光をわずか 27%抑制す るの み で , ZnO の 化学発光 に対 し て
は 抑制効果 は認め ら れ な っ か た . モ ノ ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ
(m o n o a min e o xida s e, M A O)-A阻害剤 ク ロ ジ リ ン は, ZnO と
0 0.1 1 2 5
G S H(m M)
Fig.2. E ffe ct ofglutathio n e(G S H) o n zin c o xide-indu c ed
che milu min e sc e n c e. The re actio n mixtu re c o ntain ed lm M
zinc o xide and glutath io n e(GS H)wi th the s am e r eag ntS aS
de sc ribed in Fig.1. Each v alu e repr e s ents 盲± S Dof fo u r o r




p <0.05vs c o nけ01.
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G S Ⅲ同時添加 に よ る 化学発光を90 %抑制 し たが , ZnO に よ る化
学発光 ほ ほ と ん ど抑制 しな か っ た . M A O-B 阻害剤 パ ー ジ リ ン
は, ZnO とZnO と G S H同時添加 の どち ら の 化学発光も抑制 し
なか っ た(衷1).
ZnO 及びZnO と G S H同時添加に よ る 化学発光 に お ける細胞
内Ca2十 の 関与 を検討する た め, 細胞 内Ca
2+
キ レ ー ト剤 B A m
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Fig.3. E ffe ct of Ca
2
+ O n Zin c o xide-indu c ed o r zin c o xide
(ZnO)plu sG S H-indu c ed che milu min e sc e n c e. T he re actio n
mixtu re c o ntain ed lX lO
6
c ells, 50FLM lu min ol and Ca
2+
(･)
HBS S in atotalv olu me oflml(prepar atio nl). Zin c o xide at
lm M w as ad dedto the co nte nts ofprepar atio nl(prepar atio n
2), a nd lm M zin c o xide(ZnO)plu slmM GS Hwas added to
the co nte nts ofpr epar atio nl(pr epa ratio n3). T he r e a ction
mixtu r e c o ntain ed lX l O
(う
c ells, 50/LM lu min ol, 1m M zin c
O Xide (pr epa ratio n4) o rlm M zin c o xide plu slm M G S H
(prepa r atio n5)in lml of Ca
2+
(-) H B S S. T he tr a cings a r e
r epr e s e ntativ e ofthr e e e xpe rim e nts u sing diffe re nt c ell
pr eparatio n s.
Table l. E fe ct of inhib itors of active o xy ge n specie s
-
ge n eratmg e n zyrnes on zinc o xide
-indu c ed or zinc o xideplu s
glutathio ne(G SH)
-indu c edche milu min es ce n ee
Sup ple m e nts(FL M)
Che milumin esce nc e
(% ofco ntr ol,富士S D)


























1 4.5 士 1.1* *
4.4 士0.1* *






co mpared to 2jLlof dir nethyls ulfo xide(D MSO)v ehicle,
b)




p<0.05 vs co ntroI.
垣
2).
ZnO 及びZnO と G S H同時添加 によ る化学発光 にお ける NO
の 関与 を検討す る た め , N O Sの 基 質 ア ル ギ ニ ン と 阻 害剤L-
N M M Aを添加 した , 1mM ア ル ギ ニ ン は , ZnO に よ る化学発光
を 80%, ZnO と G S Hl司時添加に よ る化学発光 を50%抑制 した.
1m M しNM M Aは , ZnO によ る 化学発光を82%抑制 した が ,
ZnO と G S H同時漆加 に よ る 化学発光は ほ と ん ど抑制 しなか っ
た . ア ル ギ ニ ン と しN M M A を同時 に添加す る と , 単独 の 時よ















































Co ntr 01 SOD C 山 l■Se T a urh e Tiro n
Fig.4. Effe cts ofs c av e nge rs ofa ctiv e oxyge n spe cies o n zin c
O Xide-indu c ed o r zin c o xide plu s G S H-indu c ed
Che milu min e s c e n c e. The co ntr olr ea ctio n mixtu re co ntain edl
xlO
t;
c ells,50flM lu min ol,1m M zin c o xide o rlm M zin c oxide
plu slm M G S H, and Ca
2+
(-)H B SS in atotalv olu m e of lml.
Supero xidedism utas e(S O D)atlO/Lg, C atala se atlO/Lg,Tir o n
atO.1m M a ndta u rin e atO.1m M w e r e e a ch addedto the
C O ntr Olr e a ctio n mixtu re. T he che milu min e s c e n c einte n sity
indu ced by zin c oxide a nd by zin c o xide plu sG S Hw as68650
± 12 718c o u nts/min a nd 21 36 00± 12 59 1c o u nts/min,
re spe ctiv ely. Ea ch valu e r epr e se nts盲 ± S Dof 丘v e e xper
･im e nts
u singthe s a m e cellprepar atio n. □, Zin c oxide(ZnO)-indu c ed;
■, Zin c o xide(ZnO)plu sglutathio n e(GS H)-indu c ed.
* *
p <
0.01v s c ontr ol.
Table2. E ffe ct oftheintr aceuularCaIcium chelatorB A P T Aon
Zinc oxi de (ZnO)qindu c ed or ZnO plus G S H-indu c ed
che milu minesc e n ceof rat n e utrophils in Ca
2 +
卜 ) =a nks
･
bala nc ed s alt s olutio n(H BSS)
Sup ple m e nts
C he milumines c e nc e Inhibition
(C OuntSper minJj=S D) (%)
ZnO
+ B A PT A 25 〃 M
+ B A PT A 50/L M
ZnO + GS H
+ B A PT A 25FLM
+B A PT A50FLM
2 6,9 8 0 ±2, 2 2
1 2 4± 1 4* 9 9.6
1 1 6± 1 0* 司ぐ 9 9.6
1 40,600±6 1,264
13,4 4 0 ± 1 2,738* * 90.4
7,03 2 ±5,262* * 95.0
ZnO, Zinc o xide; G SH, glutathio n; B A PT A･ ?, 0
.
-b is (2-
a minophe nyl)ethylen eglyc oトN, N ,N
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0 2 4 6 8 1 0 12 0 2 4 6 8 10 12
T 加○･･(皿 h)
Fig.5. Efe ct of しarginin e, しN M M Aa nd nitr o s oglutathio n e o n zin c o xide-indu c ed(A) or zin c o xide plus GSH-indu c ede (B)
Che milu min e s ce n c e. 仏), T he r e a ctio n mixtu r e c o ntain ed lX lO{ic ells, 1.0/LM zin c oxide, 50/LM lu min ola nd Ca
2十
(-)H B S S in atotal
V Olu m e of lml(prepa ratio nl). Pr epa ratio n2 - 5w er e r e co rdedu nde r c o ndito n side ntic altotho sefo rpr epar atio nle x c eptforthe addito n
Of lm M nitr o s oglutathio n e, 1 m M N- m ethyl- しarginin e, 1m M しa rginin e, and lm M N- m ethyl- しa rginin eplu slm M L-a rginin ein
prepal
'
atio n2,3,4a nd 5, re Spe Ctiv ely. (B)The re a ctio n mixtu re c o ntain ed lm M zin c o xidplu slm M G S H(prepa rationl)withthe s a m e
re age nts a sde scribed in A. Prepa ratio n2-4 w ere r e c o rded u nder c o ndito n side ntic alto tho seforprepa ratio nle x c eptfo rthe additio n of
lm M N- m ethyl-I,J-arginin e,1mM I:arginine, and lm M N- m ethyl-IJa rginin eplu slm M Larginin ein peparatio n2,3a nd4.r espe ctiv ely. T he
tr acingsin(A)a nd(B)a re repre s e ntative ofthree e xperim e nts u singdiffel
･
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Tim e(min)
Fig. 6. E ffect ofs upe ro xide dis m utas e, C atala se a ndTiron on
lu cige nin-depe nde nt che milu min e s c e n cby N A D P H in
n e utr ophils ho m oge n ate. T he r e a ctio n mixtu re c o ntain ed
ho m oge n ate (3 50,′Lg PrOtein), 2 50/1M lu cige nin , 100FLM
N A D P Ha nd Ca
2十(-) H B SS in a total v olu m e of lml
(pr epa r atio nl). Prepa r atio n s2-4 w e r e r e c o rded u nde r
C O ndito n side ntic alto tho s efo rprepar ationl ex c eptforthe
ad dito n of lO/1g C atalas e, 10FLg SuPe r OXide dism uta se, a nd
lOFLM Tir o nin pr epar atio n2, 3 a nd 4-, r e SPe Ctiv ely. The
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Tjm e(min)
Fig.7. EfEe ct of IJ arginin e, N-nitro-L arginin e,IJ･ arginin eplu s
N- nitr o-I] arginin e and しa rginin eplu s s uper o xide dism uta s e
O nlu cige nin-depe nde nt che milu minesc e n c eby N A D P H in
n e utrophil ho m oge n ate. T he rea ction mixtu re c o ntain ed the
S a m e r e age ntS a Sde s c ribed in Fig. 6(pr epa r atio n3).
Preparation sl, 2, 4 and 5w e re re co rded u nde r c o ndito n s
ide ntic alto tho s efo rpr epar atio n3 e x ceptfo rthe ad dito n of
lm M L- a rginin e, 1m M しa rginin eplu slm M N- nitr o- L-
arginin e,1m M N-nitro-I; arglnln e and lm M tJa rginin eplu slO
iLg S upe r O Xide dis m uta s ein pr epa ratio n sl, 2, 4 a nd 5,
re spe ctiv ely. T he tr a cings were repr e s e ntativ e ofthr e e
di 鮎re ntexperim e nts.
刺 した . また , 1m M ニ ト ロ ソ グ ル タ チ オ ン は , Zn･0 の 化学発
光 を40%抑制 した(図5 A, B).
2 . 好中球 ホ モ ジ ネ ー トの 化学発光
ル シ ゲ ニ ン を 用 い た 化学発光 で , 好 中球 ホ モ ジ ネ ー ト に
N A D P Hを添加す る こ と に よ り化学発光 の 増強 が認め ら れ た.
N A D P H に よる 化学発光 は , 10FLg カ タ ラ ー ゼ で 1 5%, 1 0FLg
S OD で60%, 10/∠ M タ イロ ン で 約%抑 制 さ れ た (図6)･
N A D P H に よ る化学発光に1m M アル ギ ニ ン を添加す る と16 2%
の 化学発光 の 増加が認 め ら れ, そ の 増加 は ア ル ギ ニ ン に , さ ら
に 1m M L-N A M Eを加える こ と に よ り3 0%抑制 さ れ , 1 0FL g
S O Dを加え る こ と に より89 %抑制 さ れ た . 1m M しN A M E は
N A D P H に よ る化学発光を30%抑制 した(図7). NA D H に よ る
化学発光 に対 して , 2/ノg S O D は 56%抑制 を示 し た が , 10〃g
カ タラ ー ゼ で は抑制 さ れなか っ た .
3 . ミ ュ ロ バ ー オ キ シ ダ ー ゼ の 化学発光
M P O と H202 に よ る無細胞系ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光 に対
して , 1m M ZnO は ほとん ど影響が な い の に対 して , 1m叶ZnO












































Co ntr oI ZnO ZnO+ GSH Tir o n
Fig.8. Effe ct ofzin c o xide, G S Ha nd Tir o n o nlu min oI
T
depe nde nt che milu min e s c e n c eindu c ed by m yelope ro xida se
(M P O) and H202in a c ell- &e e syste m.T he co ntrolr e a ctio n
mixtu re c ontain ed O.1iLg M P O,10FLM H202,50FLM lu min ol,
and Ca
2+
OH B S S in atotalv olu m e of lml. Zin c o xide atlmM ,
zin c o xide atlm M plu sGS Hatlm M a nd Tiro n atlOFLM w ere
e a ch ad ded to the c o ntr ol r e a ctio n mixtu re . The
che milu min e s c e ntinte n sityindu c edby M P Oa nd H202 W aS
123800± 4604c ou nts/min ･ Ea ch valu e repre s e nts盲 ± S Dof
伽e s ample s.
* *
p< 0･01v s co ntr ol･
Table3. Effectofzin c o xide,glutathion , and N
- m ethyトL-
arginin e on the releas e ofnitrit e(No2 )by n eutrophils





N M M A
ZnO
ZnO +N M M A
ZnO+ GS H
ZnO+ G SH +N M M A
ZnO+ Arg
ZnO + Arg+ N M M A
ZnO +G SH + Arg





The re actio n mixture c o nt ained 3×10
6
ne utrophils and Ca
2 十
(-) H BS S, a nd where ind ic ated lm M zin c oxide (ZnO),
glut athio n(G SH), 1 m M L- arginin (Arg),and lm M N-m ethyl-
L- arginin(N M M A)in afinalvolu me of l mi･





Ⅱ . N O の遊離
好中球か ら の NO の 産生 は, ZnO 添加 に より有意 に増大 した
が , G SI‡は N O産生 に何 ら影響 しなか っ た . し ア ル ギ ニ ン添加
によ り, す べ て の 群で N O産生 は有意に増大 し, I,,N M MA添加
は , し ア ル ギ ニ ン に より増大 した N O量 の み な らず無添加の 細
胞か らの N Oの 産生も抑制 した(表3).
酸化亜鉛 に よ る好中球活性化作用の 化学発光か らの 検討
考 察
今回の 研究で , ZnO が無 Ca
2十細胞外液中で もラ ッ ト好中球の
ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光 を増大 させ , そ し て G S Hの 添 加が
さ ら にZnO に よ る化学発光を増大 させ る こ とを証明 した . ZnO
は, 不溶性 の 結晶粒子であり, そ れ ゆ え, 好 中球や マ ク ロ フ ァ
ー ジ の ような食食細胞 に認識され る. 貪食細胞が不溶性粒子を
異物 と し て会食す る ため に必要な認識機構 と し て, オ ブ ソ ニ ン
化を必要とす るも の と そ うで な い もの に分か れ る . 前 者に は ,
主に Fcγ 受容体 (FcγR) と補体受容体1,3(C Rl,C R3) が あり ,
後者 には , 主 にC R3 が広く知 られ て い る 21). zno に よ る好中球
の 刺激 は オ ブ ソ ニ ン 化 を必要 と しな い の で , 認 識機構 と して
C R 3 が最も考えら れ る . C R 3 によ る貪食 は , FcγR に よ る食食
と よく似 て , F ア ク チン の 集合, フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ル イ ノ シ ト
ー ル 3 キ ナ ー ゼ ヤ フ オ ス フ ォ リ パ ー ゼ C の 活性化な どを伴う
が 珊
23)
, 02~の 産生 は促進 しな い 24). 活性酸素種 の 産生促進に
は, 直接 で は ない が FcγRを介 した情報伝達が関与 して い ると
い わ れ て い る
21)
. その 意味 に お い て , ZnO に G S Hを添加する
こ と に より, C R3 にFcγ Rの 情報伝達が加わ っ た 可能性があ る.
GS Hが ZnO に よ る 好中球刺激をさ ら に増強 させ る現象は , い
わ ゆ る
"
プ ライ ミ ン グ現象
" 25)
に よく似 て い るが , そ の 詳細は
不明であ る.
好 中球 か ら の 02~産生を検出する場合, チ トク ロ ー ム Cの 還
元を利用す る方法が 一 般 的で あ る が , G S H が チ ト クロ ー ム C
を直接還元す る ため 化学発光法を用 い た. 好中球 の ル ミ ノ ー ル
依存性化学発光を反映す る酸化物 は , M P O･ H202ま た は
H202 ･ HOCl反応系か ら発生する と さ れ て い る26)2 7). zno と,
ZnO と G S H同時添加 に よ る ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光 は ,
H O Clの 消去剤である タ ウリ ン で抑制さ れ ず, MP Oの 阻害剤で
あ る NaN3 で顕著 に抑制 さ れ る こ と か ら M P O と H202の 反応に
よ る もの と 思 わ れ る . し か しな が ら , 細胞 外 へ 放 出 さ れ た
M P O が関与す る の で あれ ば , 無細胞系実験 に お け る M P O･
H202 反応系 に よ る ル ミ ノ ー ル 依 存性化学発光 を GS Hの 添加
が抑制 して い る こ とか ら , ZnO と G S H同時添加 に よ る 化学発
光の 顕著 な増強は説明できな い . また , ZnO に よ る化学発光 は,
S O D に より抑制さ れ る に もか か わ らず , ZnO と GSH同時添加
に よ る 化学発光 はS O D に より ほ と ん ど抑制 さ れ な い こ と や ,
カタ ラ ー ゼ が ど ち らの 化学発光も中等度抑制 して い る こ と な ど
か ら
, ZnO と G S H同時添加 に よ る 化学発光 は M P O･ H202
反応系 に よ るル ミ ノ ー ル 反応が フ ァ ゴ ゾ ー ム 内で 発生 して い る
可 能性 が高く, 貪食が 促進さ れ て い る こ とが 示唆 され る . さ ら
に, H202が すべ て 細胞膜 に存在する N A D P H オ キ シ ダー ゼ か ら
発生 す る 02】で は なく , 別の 起源も考え ら れ る . こ の こ と は ,
低分子 0㌻ 消去剤である タイ ロ ン や N A D P H オ キ シ ダー ゼ 阻害
剤であ る D PI な どの 顕著 なZnO と, ZnO と G S H同時添加に よ
る化学発光の 抑制結果と 一 見矛盾する ようで ある が , タ イ ロ ン
は 02~の 消去以外 に M P O･ H202 反 応系 に よ る化学発光 を抑
制す る作用 がある こ と が 今回の 研究で証明さ れ た こ と や , D PI
は F A D に作用 して Ⅷ P H オキ シ ダー ゼ を阻害する こ とか ら28),
他の フ ラ ビ ン 含有オ キ シ ダ ー ゼ を阻害す る可能性がある こ と な
どか ら 理解できる . M A OTA阻害剤 ク ロ ジリ ン の ZnO と G S H併
用に よ る化学発光 の 特異的抑制は , M A O が F A Dを補酵素と し
て ア ミ ン を代謝す る酵素 で あり H202を 産生 す る こ と か ら ,
ZnO と G S H同時添加 に よ る 化学発光 の 増強 に M A O か らの
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B202が 関与 して い る 可 能性を示唆す る . ク ロ ジ リ ン に は ,
M AO-B 阻害剤 の パ ー ジ リ ン の よ うなF A D に対す る作用 は報告
され てお らず, ま たM A O は, ベ ン ジ ル ア ミ ン や ド ー パ ミ ン の
代謝 を促進す る こ と により酸化的ス ト レス に関与 して い る と い
う報告29)3
0)が ある . こ の こ と は別 の 観点 か らす る と ア ミ ン の 代
謝 に よ っ て発生する H202が酸 化的ス ト レ ス に 関与して い る と
も考えら れ る.
ヒ ト白血球 に オ ブ ソ ニ ン化ザ イ モ ザ ン を添加す る と ア ラ キ ド
ン 酸生成物の トロ ン ポ キ サ ン B2(thro mbo x an e, T 監B2)の 生成量
が増え, 同時に 02~生成も上昇する が , イ ン ドメ タ シ ン は こ の
両者 の 生成を抑制 し, 02~生成が T X B2の 生成 に 関与すると報
告 され て い る31). イ ン ドメ タ シ ン は , ラ ッ ト好 中球ザイ モ ザ ン
刺激 ル ミ ノ ー ル 化学発光を, 0.1m M で約60%抑制 し32), 我々 の
結果 と ほぼ 一 致す る. その機序と して , シ ク ロ オ キ シゲ ナ ー ゼ
(cyclo o xy ge n a se, C O)の 代謝物が 02-産生刺激 に関与 して い る
と い わ れ てい るが
33)
, イ ン ドメ タ シ ン は , 分化誘導 した 住L 60
の C Oの 代 謝物 であるT X B2の 産生を抑制 した にもか か わらず ,
フ ォ ル ポ ー ル ミ リ ス テ ー ト ア セ テ ー ト (pho rbol myristate
a c etate , P M A) に よ る 02-産生 を抑制 しない と い う報告もあ
り34) 一 致を見 ない .
活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジや好 中球 は, N O を産生 する と 言わ れ
て い る
1 呂聞
. N O は N O S によっ て しア ル ギ ニ ン や 02 か ら産生さ
れ , 容易 に 02~と 反応 し過酸化亜硝酸 イ オ ン (pe r o xynitrite,
O N O O▼) にな る36). 02~, ヘ ム 蛋白 , チ オ ー ル 基 と反応 しな か
っ た N O は, 亜 硝 酸 イ オ ン (NO2~) に 変 わ る . N O2｣は ,
M P O･ H202系 で 酸化 さ れ N O2 に な る 3 7). こ の 反 応 は ,
M P O･ H202 反応系 より はる か に顕著なル ミ ノ ー ル 化学発光
を認 め る(未発表). O N O O~瓜も, ル ミ ノ ー ル で の 化学発光 が認
め ら れ て い る
38)39) が , N O はル ミ ノ
ー ル に よ る化学発光 を示
さ な い
38)
. N O Sの 阻害剤で ある しN M M A はZnO に よ る化学発
光 を抑制 した が , ZnO と GSH 同時添加 に よ る化学発光 を抑制
しない こ とや , ZnO 刺激に よ り NOの 産生 が促進 され た こ と か
ら, ZnO に よ る化学発光に はZnO と G S H同時添加に よ る 化学
発光に比較し O N O O一文 は M P O と H202 によ る N O2~~か ら N O2
産 生 が考 え ら れ る . P M A刺 激 ヒ ト好中球 や オ ブ ソ ニ ン 化ザ イ
モ ザ ン刺激 ラ ッ ト炎症性好咋I球 な どが , O N O O を塵生 する こ
と は既 に知ら れ て い る 脚叫刷 . し か し , マ ク ロ フ ァ ー ジ のiN O S
は, し ア ル ギ ニ ン が 存在する場合は N O を産生 し, L- ア ル ギ ニ
ン が 存在 しな い 場合は 02 を産生 する . す な わち L ア ル ギ ニ ン
の 濃度 によ っ て O N O Oの 産生 が 調整さ れ て い る こ とが 報告さ
れ て い る
7)
. こ の i N O S か らの 02 の 産 生 は L- N A M E, L-
N M M A によ っ て 抑 制され る 7). しか し なが ら , 血 管内皮細胞性
由来の NOS か らの 02~の 産生 は し ア ル ギ ニ ン より もむ し ろ BモⅠ4
に よ っ て 調整 され て い る 即.
また , N O Sの 基 質で ある し ア ル ギ ニ ン が ZnO と, ZnO と
G S H同時播加の 化学発光 を どち ら もかなり抑制 し てい る. しア
ル ギ ニ ン は, ラ ッ ト炎症性好中城の 02¶産生を抑制する傾向が
指摘 さ れ てお り4 0), ZnO 又はZnO と G S H同時添加 に お ける化
学発光 に お い て , N O S か らの 02【や 日202が抑 制 され る こ と に
加え て, 02~産生 を何 ら か の 機序で 抑制 して い る こ と が 考えら
れ る.
好中味の ル シゲ ニ ン 依存性化学発光 には , 02~と H202が 関与
す る と され て い る
41)42)
. 好中球ホ モ ジネ ー トを使用 した 実験 か
ら , N A D P H に依存す る化学発光に , 02~と H202の 他 に
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O N O O-の 関与が示唆 され る. O N O O仙は ル シゲ ニ ン に よ る化
学発光が認め ら れ て い る
38)
. N AD P Hの ル シゲ ニ ン 依存性化学
発光 に対 し て ア ル ギ ニ ン が 発光 を増大 させ る こ と や , N O Sの
阻害剤 である L N A M E によ り発光が抑制 され る こ とか ら, こ の
実験系に は N AD P Hオ キ シ ダ ー ゼ 以 外 に N A D P Hを必要 とす る
N O Sが 関与 して い る と考えられ る.
吸入さ れ たZnO フ ユ ー ム が , 亜鉛 熱と 呼ば れ る上部気道 に関
連する症候群を引き起 こす . その 機序 は現在でも不明 と さ れ て
い る . ヒ トに お い て症状 が発現する ZnOの 気中の 8時間暴露膿
度は 5mg/m
3
と言 わ れ て お り43), こ の 借が 産業衛生学的 な指標
とな っ て い る . ヒ ト の ボ ラ ン テ ィ ア を対象と したZnO暴 露実験
か らZnO フ ェ
ー ム 吸 入彼の 肺胞洗浄液中 にT N F- α やII/8, 好
中球な どが 増加す る と い わ れ て い る 12)44). ま た ラ ッ トを用い た
実験か ら, 気中の 濃度4.3m g/m
3
の ZnOを3時間吸入 さ せ た 後
の 肺組織中の ZnO の蓄積量 は, 34.OFLg/g肺組織 と報告 され て
い る
4 3) こ と か ら , 筆 者 の 計算に よ る と肺組織 の ZnO 浪度 は
0.52m M と計算 さ れ る . こ の 値 は本研究 におけるZnO の ル ミ ノ
ー ル 依存性 の 化学発光 の 最終刺激濃度 と 一 致 して い る . さ ら に
ヒ ト肺胞液中の G S H膿度 は, 0.3m M か ら 0.76m M と の 報告が
あり 45)4 6), ZnO によ る好中球の 化学発光増強作用を引き起 こ す
G S H濃度 と ほ ぼ 一 致 して い る . ま た , マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ
様細胞株であ る R 〟Ⅳ264.7 で, ZnO に G S Hを添加す る こ と に よ
る細胞 の活性化 とZnO 粒子 の 消失を観察 し て い る (未発表).
そ れ 故, ZnO フ ェ ー ム に よ る 亜 鉛熟 の 発症機序 に肺胞液 の
GSIi が関与 して い る こ とが 示唆さ れ る .
以 上よ り, 本研究 は ZnO フ ェ ー ム に よ る亜 鉛熱の 発症機序の
一 つ に , 生体 内因子と して の G S Hの 関与 と, 好 中球を始 め と
す る食食細胞 の活性化が起 こ っ て い る可能性が示唆 さ れ , 金属
熱以外 にも塵肺や珪肺など の 病態 の 解明 だけで な く, 予防, 治
療 に展望が開か れ る 可能性を示唆 して い る .
結 論
ZnO フ ェ ー ム に よ る亜 鉛熟症候群 の 発症機序 を解明す る目的
で , ZnO又 はZnO と G SIi同時添加す る こ と に よ り, ラ ッ ト好
中球 が活性化 さ れ る機序を活性酸素種 と い う面 か ら化学発光 を
用い て検討 し た結果, 以下 の ような結論を得た .
1 . ZnO に より好中球 の ル ミ ノ ー ル 依存性化学発光は増大 し,
ZnO と G SIi同時添加する こ と に よ り化学発光 は さ ら に著 しく
増大 した .
2 . 種々 の 活性酸素種消去剤や種 々 の 活性酸素種発生酵素阻
害剤 によ る抑制実験 からZnO によ る化学発光 は, NAD P H オ キ
シ ダ ー ゼ や そ の 他 の フ ラ ビ ン 含有酵素か ら の 02"や H202か ら
の MPO ･ H202反応系 が関与し, ZnO と GS H同時添加 に よ る
化学発光 は, 食食が促進され フ ァ ゴ ゾ ー ム 内で の M P O･ H202
反応系が主体 となり, H202の 起源と して M A O が関与 して い る
可 能性が示唆 され た .
3 . N O Sの 基質や 阻害剤を用 い た 好中球又は好中球 ホ モ ジ
ネ ー トの 化学発光や N O産生の 検討 か ら , ZnO によ る化学発光
に は, ZnO と GSH 同時涜加 に よ る化学発光に比 し O N O Oqや
MPO ･ Ⅲ202反応系 を介 し た N O2~か ら酸化され た N O2な どが
強く関与 して い る こ と が示唆され た .
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Zin cOxide Enha n ce mentof the Chemi lu min esc enc eby RatNeutrophils:E tiologic alStudiesin Zinc Fu me Fev er
M ichikoInagaki: Depar t m ent Of Public He ath, School of Medicine, Ka na za wa Univ e rsity, Kana z aw a9 20- 86 4 0
N J. Ju zen
M ed So c. ,1鵬,2 7 3- 2 82(199 9)
Key w ords zinc o xide, ne utr OPhils, SuPe rO Xide ･ nitric o xide, glutathion e, m yelopero xidase
A bstra ct
T he e恥 ct ofzinc oxide(ZnO)o nthe che milu min escen ce by rat n e utr ophils w asin v e stigated to clarifythe etiological
m echanism of zinc fum efbverin anindu strialsetting. ZnO e nhan c edthelu min oトdepende nt che mi lu min e s c e n c e, Which w as
furthe r a ugm ented by glutath io ne(G S H). Supero xide dism u ta s e(S O D), a SCaV e nger Of O2N,inhibited the ZnO -indu ced
Che milu min es cenc ebut no t thatinduced by ZnO plu sglut athion e(G S H)･ Clo rg ylin e, a ninhibito rof m onoa min e oxidase,
inhibited the ZnO plus GSH-induc ed chemilu min es ce nc er athe rthan the ZnO -indu c ed che milu mines c e n c e. Catalas e(a
SCa Ve nge rOf H202), SOdium azide (a ninhibito rof myeloperoxidas e,M P O), 4,5- dihydroxy-1,3-benz en edisulfonic a cid
disodium s alt(Tiro n, a SC aVenger OfO2-), diphenyliodoniu m(D PI, a ninhibitor of N A D P Ho xidase), n e OPterin(a ninhibito r
Of N A D P Hoxidase), andindomethacin(an inhibitorofcyclo oxyge na se)inhibited both the ZnO-induc ed a nd ZnO plu sG S H-
induc ed che milu min es ce nc e. An inhibito rof nitric o xide syntha se(N O S), N - m ethyl-L- arginin e,inhibited the ZnO -indu c ed
Chemi 1u mine sc e nc ebut didn otinhibitZnO plusGSH-induced chemi1u minesc e n c e. Lucige nin -depe nde nt che milu min e sc en c e
indu cedby N A D P H in n e utrophil hom oge n ate w as a ugm e nted by し arglnl n ebutinhibited by SOD, Ca talase , a nd N- nitr o- し
arginin e(aninhibito rofNO S). ZnO stim ulated N Orelea s efr o m neutr ophils. T hese re s ults indic ate that ZnO activ ates
n e utrophils and augm e ntedthe che milu min e s ce nc e, S ug geSting that the a ugm en t ed chemi lu mine sc e n c eby ZnOis depe nde nt
O n the M PO/H202 SySte m, Pe O Xynltrite, a nd nitorgendio xide from the o xidation of nitrite by M P O /H202 prOdu c ed by O2
q
,
H202, a nd N Ovia N A D P Hoxida se and fla vin -CO ntain l ng e nZym eS S u Ch asN O S. M or eover, the 丘ndings indic ate that the
augm en ted chemi1umin e sc enc eby ZnO plus G S H is depe nde nt o n the ele v ated le v el of M P O /H202 by the pro m otio n of
Phagocytosis or the stimulation ofanothe r o ngln Of O2
- o rH202 tha n N A D P Hoxidas e a nd N OS. T hese r esults suggest that
the a c tiv atio n of phagocyte s s u ch as neu trophils a nd anintrinsic fa cto rglut a thio na r e as s ociated with the etiologl C al
m echanism ofzin cfum efbv erby zin coxide fum e.
